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炭酸 ガス レーザー凝 固モー ド照射 に対 す る組織 反応
　　－照射条件が壊死範囲ならびに修復過程に及ぼす影響について－














































して用い られてきた1～4)。一方,照 射 によ り重畳
的に蓄積 した熱が周囲正常組織に伝導 して凝固壊

















ルギー量がコン トロール しやすいため,従 来型の






















　 1.実 験 動 物
　 実 験 動 物 と して生 後7～9週 齢(体 重250-
300g)の雄性Wistarラッ ト25匹を用 いた。飼 育
は室 温23℃,湿 度65%に 調 節 され た動物 施 設 に
お いて,水 道水 とラ ッ ト用 固形 飼料(MF,オ リ
エ ンタル 酵母社,東 京)を 自由 に摂取 させて行 っ
た。実験 に当 たって は奥羽大 学動物実験 規程(平
成20年4月1日 施行)を 遵守 した。
　 2.レ ーザ ー照射
　 レーザ ー発振 装置 としてパ ナ ラスCO5Σ(パ ナ
ソニ ック四国,松山)を,照 射モー ドとしてSPモ ー
ドを用 いた。 このモ ー ドはパル ス幅600μs,休止
時間6msお よび2.5Wから7.5Wまで変 動可 能 な
ピー クパ ワーでパ ル ス発振 を行 い,ハ ン ドピース
に装 着 した コ ン タク トチ ップ を通 して種 々の ス
ポ ッ トサ イズで 非焦点 ビームを照 射す る。 本研究
では直 径1.5mmのビームスポ ッ トを用い た。
　 ペ ン トバ ル ビタール麻 酔後,剃 毛 した背部皮膚
表 面 にチ ップの先端 を垂直方 向で軽 く接触,固 定
し,ピ ー クパ ワー2.5,5.0,7.5W,照射時 間10,
20,30,40秒の組 み合 わせ で規 格 化 され た 照射
を行 った。 なお,そ れぞれの照射 条件 にお けるエ
ネルギ ー量 を表1に 示 す。照射 は各 ラ ッ トあた り
6な い し8か 所,約1.Ocmの間隔で行 った。
　 3.標 本 作 製
　 照射1,3,5,7日 後,ペ ン トバ ル ビ タール麻
酔下 に皮膚 を採 取 し,4%パ ラホル ムアル デ ヒ ド
を含む リ ン酸緩衝 で 固定,パ ラ フ ィンに包 埋 し,
厚 さ4μmの 切片 を作 製 した。照射 による組 織変
化 と修 復過程 を形 態学 的に検索す るた め,切 片 に
ヘ マ トキ シ リ ン ・エオ ジ ン(H-E)染 色,マ ッ
ソ ン ・トリク ローム染色 を施 した。
　 4.免 疫組織化 学的染 色
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表1　 照射条件とエネルギー量
　 通常 の組織学 的検 索方法で レーザ ー照 射 による
壊死組織 の範囲 を同定す るこ とは困難 であ るこ と
か ら,熱 を始め とす る様々 な環境 ス トレスか ら自
らを守 る とともに,ア ポ トー シスか ら免れ るた め
に細胞 内での発現 が増 強す る熱 シ ョック タンパ ク
質(Hsp)を 免疫組織 化学 的に検 出 し,そ の発現
を細胞 の生死 を分 ける境 界線の指標 と した。本研
究で は熱 ス トレス に対 し特 に鋭敏 に反応す る とさ
れ るHsp70ファ ミリー を用い た14,15)。免疫 染色 は
Labeled　streptavidin　biotin(LSAB)法に よ り
行 った。脱パ ラフ ィン,内 因性ペル オ キシダーゼ
除去 および非特異的 タ ンパ ク質吸着 防止 を行 った
の ち,切 片 に 一 次 抗 体 と して マ ウ ス 抗 ヒ ト
Hsp72/73モノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(1:100,
CALBIOCHEM,　Germany)を室 温 で60分反 応
させ た。次 いで,二 次抗体 と して ビオチ ン標識 ヤ
ギ抗 マ ウスIgG(1:100,　CHEMICON,　Canada),
さらにペル オキシ ダーゼ標識 ス トレプ トアビジ ン
(ニチ レイ,東 京)を それ ぞれ室 温 で30分反 応
させ た のちDAB基 質 キ ッ ト(ニ チ レイ,東 京)
にて 発色 を行 っ た。 核 染色 はヘ マ トキ シ リンで
行 った。一次抗 体 に代 えて非免疫正常 マ ウス血清
で反応 を行 った切 片 を陰性 対照 と し,陽 性反応 が
全 く見 られ ない ことを確認 した。
　 5.形 態 計 測
　 照射条件 が凝 固壊 死範 囲にお よぼ す影響 を明 ら
か にす る ため に,照 射1日 後 の標 本 でHsp70の
発現 を標識 として壊 死部 の深 さを計測 した。計測
には,各 試料 の連続切 片 か ら100μm毎 に抜 き出
した切 片 を用 い,Axio　Imager正立顕微鏡(Carl
Zeiss　Co.,　Ltd.　Germany)に設 置 され た専 用 ソ
フ トAxioVision　LE　4.6を使 用 し,皮 膚 表面 か ら
壊 死層 最深 部 にお け るHsp70陽性 線 維芽 細胞 ま
図1　 ラット背部皮膚照射直後の肉眼像
での直線 距離 を計測 した。得 られ た計測値 の 中で




　 1.肉 眼 所 見
　照射直後の肉眼所見を図1に 示 した。 ピークパ
ワー2.5W,20秒照射で照射面が軽度白濁 し,照
射時間の延長 とともに黄変す る傾向を示 したが実
質欠損はみ られなかった。 ピークパ ワー5.OW,
10秒間照射で照射部は黄変 し,5.OW,20秒で全
体が軽度隆起するとともに中央部が褐色を呈 した。































　 同 じピ ー クパ ワ ー(2.5W)で 照 射 時 間30秒,
エ ネルギ ー密度866J/cm2,および,照 射 時間40秒,
エ ネル ギー密度1,154J/cm2で照 射 した後1日 の組
織像 をそれ ぞれ図3A,3Bに 示 した。 照射 時間 が
長 くなる とともに表層変 性 コ ラーゲ ン線維 の好塩
基性均質化 が よ り顕著 に な り,か つ,そ の範囲 が
拡大 したが,表 面には壊死表皮が残存 し,深部真
皮での組織像は20秒照射群とほぼ同様であった。
　 ピークパ ワー5。OW,照射時間10秒,エネルギー
密度577J/cm2照射群1日 後の組織像 を図4Aに 示
した。 この条件でのエネルギー密度は出力2.5W,
20秒照射群 と同 じである(表1)。表層変性 コラー
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図4　 ピー クパ ワ ー5.OWおよ び7.5W照射 群1日 後
　 　 A:ピ ー クパ ワー5.OW,照射 時 間10秒。*:コ ラ ー ゲ ン変 性 領 域 。　H-E染色,ス ケ ールバ ー;
　 　 　 　 200μm。
　 　 B:"A"で 観 察 され るコ ラ ー ゲ ン変性 領 域 は,マ ッ ソ ン ・ トリク ロー ム染 色 で は 固有 の コ ラ ー
　 　 　 　 ゲ ン染 色性 を失 って い る(*)。 ス ケ ール バ ー;200μm。
　 　 C:ピ ー クパ ワ ー5.OW,照射 時 間20秒。 コ ラ ー ゲ ン変 性 領 域 が拡 大 す る と と も に表 面 で 気 化,
　 　 　 　 蒸 散 が 生 じて い る(*)。H-E染 色,ス ケール バ ー;200μm。
　 　 D:ピ ー クパ ワー7.5W,照 射 時 間10秒。 コ ラー ゲ ン変性 領域 が 密 な 好 中球 集 積 層(矢 印)に
　 　 　 　 よ り分画 され て い る。H-E染 色,ス ケ ール バ ー;200μm。
図5　Hsp70免疫組織化学
　　 A:ピークパ ワー2.5W,照射時間20秒照射1日 後。照射部真皮では陽性細胞層が円弧を描い






拡大 していたが,表 面には凝固壊死表皮が残存 し
ていた。マッソン ・トリクローム染色標本では,
変性領域でコラーゲン線維特異的青色染色性が失
われ て い た(図4B)。 ピー クパ ワー5.OW,照射
時 間20秒,エ ネル ギ ー密 度1,154J/cm2照射 群1
日後で は,表 層の変性 コラーゲ ン領域 が さらに拡
大 し,表 面 では時 に組織 水分 の沸騰 を示 唆す る所
(13)
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表2　照射条件と壊死深度(μm)
見が観 察 され た(図4C)。 深 部真皮 では,コ ラー
ゲ ン線維 の走行 に明 らかな変化 は認 め られない が,
細胞成 分が減少,消 失 し,皮 下 筋層で は平 滑筋細
胞核 の消 失 が観 察 され た。
　 ピー クパ ワー7.5W,照射 時間10秒,エ ネル ギー
密度866J/cm2照射群1日 後で は全例 にお いて,好
中球 の密 な浸潤 に よるコラーゲ ン変性領域 の分画
が行 われ てい た(図4D)。 深 部真皮 組織 お よび皮
下筋層 での所 見は5.OW,20秒群 と大差 なか った。
　 3.Hsp70免疫組織化学的染色 および形態計測
　 レーザ ー照射 に よる壊 死の範囲 を判 定す るため
に照射後1日 の標本 にHsp70免疫 染色 を施 した。
図5は2.5W,20秒照射 群 の標 本 で あ る。非 照 射
領域 で は,表 皮 ケ ラチ ノサ イ トおよび真皮表層 の
毛 包上 皮細胞 それ ぞれ に おけ る弱 陽性 反応 以外,
陽性 反応 は全 く認め られなか った。照射部 では真
皮 内にHsp70強陽性 を示 す細 胞 の 集簇 か らな る
帯状 の領域 が椀状曲線 を形成 して観 察 された(図
5A)。陽 性細 胞 は線維芽 細胞,血 管 内皮細胞,毛
包 上皮 細胞 で あっ た(図5A,5B)。陽性 帯 よ り も
照射側 で は表皮 および毛包上皮 の陽性反応 が消失
してい た。陽 性反応領 域 は照射 時間 の延 長お よび
ピークパ ワーの増 強に従 って深 部 に及 んだ。
　 各照射 条件 におけ る壊死深度 の計測値 を表2お
よび 図6に 示 した。 ピー クパ ワー2.5Wでは,照
射 時 間20秒 で 平 均763.8±123.0μm,30秒で
800.8±140.3μm,40秒で922.5±165.8μmであっ
た。5.OWで は,照 射 時 間10秒 で1,078.6±
131.8μm,20秒で1,156.3±166.1μmであ っ た。
ともに時 間の増 加 とと もに深 度 が増 してい たが,
互 い の間 に統 計学 的有 意 差 は なか った(図6A)。


















皮は既 に線維芽細胞を伴 った成熟 コラーゲン線維
で満たされてお り,毛包の再生が,上 皮細胞の増
(14)
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図7　 照 射3日 後
　 　 　A,B:ピ ー クパ ワ ー2.5W,照射 時 間40秒照 射 。 再 生表 皮 に よ る創 面 の 被 覆 が完 了。 表 面 に変
　 　 　 　 　性 コ ラー ゲ ン が残 存(*)。 真 皮 で は,壊 死領 域 の 大 部 分 が 結 合 組織 で置 換 され,毛 包 の
　 　 　 　 　再 生 も進 行 して い る。A:H-E染 色。　B:マ ッソ ン ・トリ クロ ー ム染 色 。　A,　Bと もス ケ ー
　 　 　 　 　ルバ ー;200μm。
　 　 　C,D:ピ ー クパ ワ ー5.OW,照射 時間20秒照 射 。 分 画 線(矢 印)が 形 成 され,そ れ に沿 って 表
　 　 　 　 　皮 の 伸 展(rEp)が 観察 され る が,全 面被 覆 に は至 って い な い。 真 皮 で は結合 組 織 に よ る
　 　 　 　 　置 換 が 進行 。 毛 包 の再 生 はみ られ ない 。C:H-E染色 。　D:マ ッ ソ ン ・トリク ロ ー ム染色 。　C,
　 　 　 　 　Dと も スケ ール バ ー;200μm。
殖 を伴 って観察 された(図7B)。照射3日 後の
5.OW,20秒照射群 では,再 生表皮 が密な好中球








周囲とほぼ同 じ組織像 を示 していた(図8A,8B)。
5.OW,20秒照射群では,再 生上皮による被覆が











が市販 され,日 常の歯科臨床で使用 されている。



































射モー ドおよびエネルギー密度は,組 織 を気化,














分画,排 除機転が活性化 し,早期 に実質欠損を生
じた。これに対 し,低 ピークパ ワーで時間をかけ
た場合 にはコラーゲンの変性は抑 えられ,よ り速
やかな再生結合組織による置換,修 復が行われた。











係 を基に相Iか ら相Vの5段 階に分けている。そ
れによると,本研究で観察 されたコラーゲン変性
領域で は温度が60℃以上に達 し,深 層 は42℃か
ら60℃の範囲であったことになる。コラーゲン




癒過程を遅らせ る元凶 とされてきた5,8)。しか しな
がら本実験モデルでは,分 画線に沿って速やかな
再上皮化が行われ,深 層か らの活発な細胞増生が












確認 されたところか ら,健常部 との境界が不明瞭
であった。そこで本研究では熱シ ョックタンパク
質Hsp70の発現 を壊死範 囲識別 の指標 に した。
熱シ ョックタンパ ク質 またはス トレス蛋 白質は,
熱を初めとする様々な環境 ス トレスに遭遇 した細
胞で合成 され,そ れによって死に瀕 した細胞を救
出す る15)。また近年,細 胞死の一形態であるアポ











れていた。同 じ照射モー ドによりラッ ト歯肉に
レーザー照射を行いその後の治癒過程 を検索 した
Yamasakiら14)も同様 の所見 を観察 し,残 された
線維組織が,進 入する細胞成分の足場 としての役












転,肉 芽組織による置換,す なわち組織 リモデリ
ングにより病変の除去と治癒が図 られると考えら
れる。 この点は,真 皮の凝固壊死とその後の リモ




半導体 レーザー21)が用い られて きた。 これ らの
レーザーでは,光 エネルギーは表面で吸収 され る
ことなく組織中に浸透,散 乱 して組織凝固,蒸 散
をもたらすが,こ のことは一方で,組 織加工深度
のコントロール を難 しくし,こ とに口腔領域にお
いては近接する骨や歯に偶発的損傷を及ぼす危険





　本研究では,ラ ッ ト背部皮膚 を実験部位 とし,
炭酸ガスレーザー凝固モー ド照射に対する組織反
(17)
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応,特 に凝固壊死範囲に及ぼすピークパ ワーと照























より効果的であること,お よび,ピ ークパ ワーを
高めるとコラーゲン変性を促進 して結果的に修復
を遅 らせることが明らかになった。 したがって臨
床使用に際 しては,病 変の種類,拡 がり,治療 目
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